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MITTEL ZUM LAGERN UND SUSPENDIEREN VON ZELLEN, INSBESONDERE ERYTHROZYTEN 



Die Erfindung betrifft ein Mittel zum Konservieren, Lagern und Suspendieren von Zellen, insbesondere 
Erythrozyten, welches, neben anderen dem Fachmann bekannten Substanzen wie z.B. Elekrolyten und 
Zuckem, einen Chelatbildner fur mehrwertige Metallionen enthalt. 

Zur Herstellung von Reagenzien zur Bestimmung von bestimmten Parametern (z.B. Komplementbestim- 

5 mung) werden aus antikoaguliertem Vollblut isolierte und stabilisierte Erythrozyten benotigt. 

Im Rahmen von Blutkomponententherapien werden aus Vollblut (Blutkonserven) durch Plasmaabtren- 
nung Erythrozytenkonzentrate hergestellt. Diese Konzentrate finden heute vielfache therapeutische Anwen- 
dung, z. B. bei voriiegender Anamie bzw. wenn die Indikation Erythrozytenzufuhr besteht. Urn die 
Erythrozytenkonzentrate auf eine physiologisch vertragliche Viskositat einzustellen. mufl eine Verdunnungs- 

70 losung zugesetzt werden, mit der auch, fUr die Erhohung der Lagerungsfahigkeit notwendige, Substanzen 
zugefuhrt werden konnen. 

Zum Suspendieren und Lagern von Zelien, insbesondere Erythrozyten, eignen sich verschiedene Mittel. 
So wird z.B. in der WO 81/02239 eine Losung beschrieben, die Adenin, Mannitol, Glukose Oder Fruktose 
und Natriumchlorid enthalt. In der WO 86/00809 wird eine Losung beschrieben, die Adenin, Mannitol, 

75 Glukose, Kaliumcitrat und Ammoniumchlorid bzw. Ammoniumacecat enthalt. In der WO 87/04072 wird eine 
Losung beschrieben, die L-Aminosauren oder deren Derivate, Fettsauren oder deren Derivate, Intermediar- 
produkte der Glykolyse wie Phosphoenolpyruvat und Analoga davon, Nukleoside wie Adenosin oder Guanos 
in, Adenosinmonophosphat und Abkommlinge davon, Ammonium, Glycogen, Acetyl-CoA und Abkommlin- 
ge, Allantoin, 4-Ethyloxaloacetat, Phenylethylbiguanid und Analoga, Quercetin, Kobaltsulfat, Nickelsulfat, 

20 Magnesiumchlorid, Manganchlorid sowie diverse Inhibitoren der Di-Phospho-Glycerat-Phosphatase als Zu- 
satze zu den Standardkomponenten Antikoagulans, Zuckeralkohol, Glukose und Natriumchlorid enthalten 
kann. In der WO 89/02274 wird eine Losung beschrieben, die Glukose, Natriumchlorid, Kaliumchlorid, 
Calciumchlorid, Magnesiumsulfat, Natriumphosphat, Natriumcitrat und Natriumbicarbonat enthalt. In der US- 
PS 4 267 269 wird eine Losung beschrieben, die neben Adenin den Zuckeralkohol Mannit, Glukose Oder 

25 Fruktose und Natriumchlorid enthalt. Die US-PS 4 356 172 beschreibt eine Losung die Adenin oder Inosin, 
Saccharose oder Laktose, sowie Zitronensaure oder ein Salz davon enthalt. Die US-PS 4 704 352 
beschreibt eine Losung, die zur Stabilisierung von Blutzellen einen pH von unter 7.0 aufweist, sowie Adenin, 
Mannit. Dextrose, Natriumchlorid und L-Ascorbat-2-Phosphat enthalt. Die US-PS 4 769 318 beschreibt die 
Stabilisierung und Aktjvierung von Blut vor der Transfusion mittels eines Derivats von Phosphoenolpyruvat 

30 sowie Adenin, einem Saccharid (Saccharose, Maltose, Galaktose oder Mannitol), Zitronensaure bzw. deren 
Natriumsalz (auch EP 0 275 198). Die EP 0 099 315 beschreibt eine Phosphat-gepufferte Losung die 
Adenin, Glukose, Saccharose und Natriumchlorid enthalt. Die EP 0 100 419 beschreibt eine Phosphat- 
gepufferte Losung die Adenin und/oder Guanosin, einen Zuckeralkohol (Sorbit oder Xylit). Glukose oder 
Fruktose, Natriumchlorid sowie Kolloide enthalt. Die EP 0 301 250 beschreibt eine Phosphat-gepufferte 

35 Losung die Adenin und/oder Guanosin, einen Zuckeralkohol (Sorbit, Mannit oder Xylit), Glukose oder 
Fruktose, Natriumchlorid sowie Kolloide enthalt. (Siehe auch DE-A-37 22 984). Die DE 3 220 232 beschreibt 
ein Verfahren und eine Losung zur Stabilisierung von Blutplattchen durch Einsatz von Jodacetamid, einer 
Iminoessigsaure und einem bakteriostatischem Agens. Die DE-A-3 225 408 beschreibt eine Losung die 
Adenin oder Guanosin, einen Zuckeralkohol (Sorbit oder Xylit), Glukose oder Fruktose, enthalt. Ferner 

40 beschreiben Heaton et al. (in British Journal of Haematology 57, 467-478, 1984) eine Losung (ADSOL(R)), 
im wesentlichen bestehend aus Adenin, Mannitol, Dextrose und Natriumchlorid zur Stabilisierung von 
Erythrozyten. Ebenfalls bekannt ist die stabilisierende Wirkung des humantoxischen Weichmachers Diethyl- 
hexylphthalat (Horowitz B. et al. Vox Sang. 48, 150-155, 1985). 

Durch Zugabe solcher Suspensionsldsungen zu Erythrozytenkonzentraten wurde zwar die Oberlebens- 

45 rate und damit die Lagerungsfahigkeit von den Erythrozyten verbessert, aber diese Verbesserungen waren 
zu gering, urn den hohen Anforderungen, z.B. an die Mindestlaufzeiten eines Diagnostikums zu geniigen. 
Es war auch nicht moglich, damit ein gebrauchsfertiges Reagenz herzustellen, da sich die eingestellte 
Erythrozytenkonzentration sowie die Eigenschaften der Erythrozyten wahrend der Lagerung veranderten. 
Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, die Uberlebensrate und damit die Lagerungsfahigkeit 

so von Zellen bzw. die Hamolyserate von Erythrozyten zu verbessern. 

Die vorliegende Erfindung betrifft nun Mittel zum Suspendieren, Konservieren und Lagern von biolo- 
gisch aktiven Zellen oder Zellbestandteilen, insbesondere Erythrozyten, wobei das Mittel neben anderen, 
dem Fachmann bekannten Substanzen wie z. B. Antikoagulantien, Elektrolyten, Zuckern und Zuckeralkoho- 
len. einen Chelatbildner fur mehrwertige Metallionen in einer gepufferten, wassrigen Losung enthalt. 
Uberraschenderweise wurde gefunden. daB Zellen. insbesondere Erythrozyten eine wesentlich erhohte 
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Uberlebensrate und stark verringerte Hamolyserate zeigen, wenn sie in einer solchen Losung gelagert 
werden. 

Chelatbildner fur mehrwertige Metallionen sind dem Fachmann bekannte Verbindungen. Bevorzugter- 
weise werden Chelatbildner fur zweiwertige Metallionen verwendet, besonders bevorzugt ist die Verwen- 
5 dung von Ethylendiamin-Tetraacetat (EDTA), Ethylenglycol-bis-Aminoethylether-Tetraacetat (EGTA) oder 
Oxalsaure, ganz besonders bevorzugt verwendet wird EGTA. 

Die Chelatbildner werden in Konzentrationen von 0 bis 100 mmol/I, bevorzugterweise von 0.1 bis 50 mmol/l 
und besonders bevorzugterweise von 2 - 10 mmol/l eingesetzt. 

Als Elektrolyten kommen insbesonders Natrium-, Kalium-und Magnesiumsalze in der Form der Chlori- 
w de, Sulfate oder Citrate in Betracht. 

Als Zucker werden bevorzugt verwendet Saccharose und Fruktose, als Zuckeralkohol Mannit, Glukose 
und Sorbit. 

Als weitere Zusatzstoffe kommen u. a. in Betracht Kolloide, wobei Gelatine und Polygelin bevorzugt 
sind. 

;5 Als Antikoagulantien bevorzugt sind Heparin und Citrat Die Stabilitat kann desweiteren durch die 

Zugabe eines fur die Zellen unschadlichen Antibiotjkums wie z. B. Kathon DP (R) (Rohm & Haas) oder 

Chloramphenicol verbessert werden. 

Das erfindungsgemafie Mittel kann daruberhinaus weitere, dem Fachmann bekannte, S.ubstanzen aus 

der Klasse der Nucleoside (z. B. Adenosin oder Guanosin), aus der Klasse der Purinbasen (z. B. Adenin) 
20 Oder Intermediarprodukte und Substrate der Glykolyse enthalten. 

Andere Zusatze, die in den bekannten Mitteln verwendet werden, konnen auch mit dem erfindungsgemafien 

Mittel kombiniert werden. 

Die gunsrjgen Eigenschaften einer derartigen Losung lassen sich noch verbessem, wenn Adenosintri- 
phosphat (ATP) zugegeben wird und/oder als zweite Puffersubstanz ein Natriumsalz der Phosphorsaure 
25 eingesetzt wird. 

Puffersubstanzen sind alle physiologisch vertraglichen Puffersubstanzen, bevorzugterweise wird HEPES 
oder ein wasserlosliches Phosphat verwendet. 

Ganz besonders bevorzugt sind die Mittel gemafi Beispiel 2 und 3. 

Eine typische verwendungsfahige Losung setzt sich beispielsweise wie folgt zusammen: Pro Liter 
so Losung, gelQst in Aqua dest. 0 bis 100 mmol Glukose, 20 bis 200 mmol Natriumchlorid, 0 bis 50 mmol 
Kaliumchlorid, 0 bis 10 mmol Magnesiumchlorid, 2 bis 100 mmol HEPES, 0 bis 100 mmol Na-Phosphat, 0.1 
bis 50 mmol Ethylendiamin-Tetraacetat (EDTA), Ethylenglycol-bis-Aminoethylether-Tetraacetat (EGTA) oder 
Oxalessigsaure, vorzugsweise EGTA. 0 bis 20 000 Einheiten Heparin, 0 bis 5 g Gelatine, 0 bis 50 mmol 
ATP und 0 bis 1 g Kathon oder Chloramphenicol, pH 5.0 bis 9.0, vorzugsweise 6.5 bis 7.5 und ganz 
35 besonders bevorzugt 6.8 bei Verwendung von Kathon und 7.4 bei Verwendung von Chloramphenicol. 
Bevorzugterweise ist die Losung so zusammengesetzt, dafi sie in etwa isotonisch ist. 

Zur Anwendung dieser Losungen wird ublicherweise so verfahren, da/3 ein mit Citrat oder Heparin 
stabilisiertes Vollblut menschlichen oder tierischen Ursprungs herge stellt wird. Das Vollblut wird zentrifu- 
giert und das Plasma einschliefllich der Grenzschicht zu den Erythrozyten entfernt. Anschliefiend werden 
40 die Erythrozyten zweimal in der Pufferlosung ohne ATP gewaschen. Die gewaschenen Erythrozyten werden 
anschliefiend mit dem vollstandigen Puffer auf die gewunschte Konzentration gebracht und bei 2-8 °C 
gelagert oder sofort verwendet. 

Die folgenden Beispiele dienen zur Erlauterung der Erfindung, schranken sie aber in keiner Weise ein. 

45 Beispiel 1 

Herstellung einer Erythrozytensuspension fur diagnostische Zwecke 

300 ml Blut werden unter sterilen Bedingungen aus einem Schaf in eine Citratvorlage als Antikoagulans 
50 entnommen. Zur Abtrennung des Plasmas wird das Vollblut bei 1000 x g fur 15 min zentrifugiert. Das 
Plasma wird einschliefilich der Grenzschicht zum Zellkuchen abgesaugt und die Erythrozyten im gleichen 
Volumen (bezogen auf das Volumen des Erythrozytenpeilets) Waschpuffer (Stabilisierungsmfttel gema'B 
Beispiel 3 ohne EGTA, ATP und Heparin) aufgenommen und gemischt. Anschliefiend werden die Zellen wie 
oben abzentrifugiert und der Waschschritt noch einmal wiederholt. Zur Einstellung der richtigen Konzentra- 
55 Hon an Erythrozyten werden diese im gleichen Volumen Stabilisierungsmittel gemSC Beispiel 3 resuspen- 
diert und von einer 1:100 VerdUnnung im Stabillsierungspuffer die Extinktion bei 578 nm bestimmt. Aus 
diesem Wert wird die angestrebte VerdUnnung berechnet und die Erythrozyten auf den entsprechenden 
Wert verdUnnt. Anschliefiend werden die suspendierten Erythrozyten portionsweise abgefOllt. Es wurde 



3 



EP 0 431 385 A1 



festgestellt, da/i derartig hergestellte Suspensionen bei 2-8' C 2 Jahre gelagert werden konnen, ohne daG 
eine relevante Hamolyse Oder irgendeine EinbuSe in der diagnostischen Verwendbarkeit auftreten (Tabelle 
1). 

s Tabelle 1: 



Lagerungsdauer 
der Erythro2yten 


Hamolyse % 


Lysezeit im Komplement test 
fur ein Normalplasma sec 


0 


0 


45 


1 Monat 


0 


44 


6 Monate 


0 


44 


12Monate 


0 


43 


18 Monate 


1 


42 


24 Monate 


3 


45 



2Q Beispiel 2 

Herstellung einer Suspensionslosung 

80 mmol Glukose. 150 mmol Natriumchlorid, 10 mmol Kaliumchlorid, 0.5 mmol Magnesiumchlorid, 10 
zg mmol HEPES, 10 mmol EDTA, 1 g Gelatine und 2 mmol ATP werden eingewogen und in 900 ml Aqua 
dest. gelost. Dann werden 10 000 Einheiten Heparin sowie 0,05 % Kathon zugegeben. Nach Einstellen des 
pH-Wertes auf 6,8 wird auf 1 Liter mit Aqua dest. aufgefOllt Die Losung wird anschliefiend unter Druck 
durch Membranfilter mit einer Porenweite von 0,2 urn sterilfiltriert. 

3o Beispiel 3 

Herstellung einer modifizierten Suspensionslosung 

80 mmol Glukose, 150 mmol Natriumchlorid, 10 mmol Kaliumchlorid, 0.5 mmol Magnesiumchlorid, 10 
3g mmol HEPES, 40 mmol NaH 2 P(X, 2 mmol EGTA, 1 g Gelatine und 2 mmol ATP werden eingewogen und 
in 900 ml Aqua dest gelost. Dann werden 10 000 Einheiten Heparin sowie 0,5 g Kathon zugegeben. Nach 
Einstellen des pH-Wertes auf 6,8 wird auf 1 Liter mit Aqua dest. aufgefullt. Die Losung wird anschliefiend 
unter Druck durch Membranfilter mit einer Porenweite von 0,2 urn sterilfiltriert. 

Die Fig. 3 zeigt den zeitlichen Verlauf der Hamolyse Ober 2 Jahren bei 4* C im Vergleich zu Losungen 
4Q nach Stand der Technik ( 80 mmoi/l Glukose, 150 mmol/l NaCI, 10 mmol/l HEPES, 10 mmol/l KCI, 0.5 
mmol/l Adenin, 0.1 % Gelatine (x-x); nach Stand der Technik und mit Chelator EDTA (+- + ); mit der 
Losung nach Beispiel 2 (*-*), sowie mit der Losung nach Beispiel 3 (□-□). 

Beispiel 4 

45 Durchfuhrung einer Aktivitatsbestimmung von C4 mittels der Erythrozytensuspension 

Fertigstellung des Reagenzes: 0,5 ml der Erythrozytensuspension werden mit 5 ml einer Losung die 
Antikorper gegen die Erythrozyten enthalt gemischt und auf 37 °C erwarmt. Damit ist das Reagenz 
so gebrauchsfertig. Durchfuhrung der Bestimmung: 10 ul Probe wird mit 100 lil eines C4 Mangelplasmas 
versetzt Dazu wird 1 ml des Reagenzes zupipettiert und die Zeit bestimmt, die durch Lyse der Erythrozy- 
ten zu einem Extinktionsabfall bei 578 nm urn 0.1 E verstreicht. Der Vergleich der erhaltenen Zeit mit den 
Werten aus einer vorher analog erstellen Bchkurve ergibt den Gehalt an funktionell aktivem C4. 

Die Figur 2 zeigt die Abhangigkeit der Lysezeit der stabilisierten Erythrozyten von der Aktivitat von C 4 
j5 in der Probe. 

Beispiel 5: 

Durchfuhrung einer Aktivitatsbestimmung vom Gesamtkomplement mittels der Erythrozytensuspension 



4 



EP 0 431 385 A1 



Fertigstellung des Reagenzes: 0,5 ml der Erythrozytensuspension werden mit 5 ml einer Losung, die 
Antikorper gegen die Erythrozyten enthalt, gemischt und auf 37° C erwarmt. Damit ist das Reagenz 
gebrauchsfertig. Durchfuhrung der Bestimmung: Zu 100 ul Probe wird 1 ml des Reagenzes zupipettiert und 
die Zeit bestimmt, die durch Lyse der Erythrozyten zu einem Extinktionsabfall bei 578 nm urn 0.1 E 
5 verstreicht. Der Vergleich der erhaltenen Zeit mit den Werten aus einer vorher analog erstellen Eichkurve 
aus VerdUnnungen eines Poolplasmas mit isotonischer Kochsalzlosung ergibt die Komplementaktivitat der 
Probe. 

Die Rgur 1 zeigt die Abhangigkeit der Lysezeit der stabilisierten Erythrozyten von der 
Gesamtkomplement-Aktivitat der Probe. 

10 

AnsprUche 

1. Mittel zum Suspendieren, Konservieren und Lagern von biologisch aktiven Zellen oder Zellbestandteilen, 
insbesondere Erythrozyten, dadurch gekennzeichnet, dafl es einen Chelatbildner fiir mehrwertige Metallio- 

15 nen in einer wassrigen, gepufferten Losung enthalt. 

2. Mittel gemafi Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, da/3 es zusatzlich entweder ATP oder ein wasserlos- 
liches Phosphat oder beides enthalt. 

3. Mittel gemafi Anspruch 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, da/5 es auflerdem mindestens eine der 
folgenden Substanzen enthalt: Heparin, Kaliumionen, Gelatine, chemisch modifizierte Gelatine und HEPES. 

20 4. Mittel gemafi mindestens einem der Anspruche 1 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dafi der Chelatbildner 
EDTA, EGTA oder Oxalessigsaure ist. 

5. Mittel gemafi mindestens einem der AnsprUche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, da/3 die verwendungs- 
fahige Suspension von biologisch aktiven Zellen oder Zellbestandteilen pro Liter 0-100 mmol Glukose 
Oder Fruktose, 20 - 200 mmol Natriumchlorid, 0 - 50 mmol Kaliumchlorid, 0-100 mmol Magnesiumchlorid, 

25 2 - 100 mmol HEPES, 0-100 mmol Na-Phosphat, 0.1 - 50 mmol des Chelatbildners, 0 - 20 000 Einheiten 
Heparin, 0 -5 g Gelatine oder Polygelin, 0 - 50 mmol ATP und 0 -1 g Kathon oder Chloramphenicol enthalt 
und der pH zwischen 5 und 9, bevorzugterweise bei pH 6.5 bis 7.5 liegt. 

6. Verwendung eines Mlttels gemafi mindestens einem der Anspruche 1 bis 5 als Bestandteil eines 
Diagnosticums zur Bestimmung der Aktivitat des Komplementsystems. 

so 7. Verwendung eines Mittels gemafi mindestens einem der Anspruche 1 bis 5 als Bestandteil eines 
Diagnostikums zur Bestimmung der Aktivitat von Einzelfaktoren oder Inhibitoren des Komplementsystems. 
8. Verfahren zum Suspendieren, Konservieren und Lagern von biologisch aktiven Zellen oder Zellbestand- 
teilen, insbesondere Erythrozyten, dadurch gekennzeichnet, da/3 ein Mittel gemafi einem der Anspruche 1 
bis 3 verwendet wird. 

35 PatentansprUche fUr folgenden Vertragsstaat: ES 

1. Verfahren zur Herstellung eines Mittels zum Suspendieren, Konservieren und Lagern von biologisch 
aktiven Zellen oder Zellbestandteilen, insbesondere Erythrozyten, dadurch gekennzeichnet, das ein Chelat- 
bildner fur mehrwertige Metallionen in einer wassrigen, gepufferten Losung gelost wird. 

2. Verfahren gemafi Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, das das Mittel zusatzlich entweder ATP oder ein 
40 wasserlosliches Phosphat oder beides enthalt. 

3. Verfahren gemafi Anspruch 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, das das Mittel auserdem mindestens eine 
der folgenden Substanzen enthalt: Heparin, Kaliumionen, Gelatine, chemisch modifizierte Gelatine und 
HEPES. 

4. Verfahren gemas mindestens einem der AnsprUche 1 oder 3, dadurch gekennzeichnet, das der 
« Chelatbildner EDTA, EGTA oder Oxalessigsaure ist. 

5. Verfahren gemas mindestens einem der AnsprUche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, das die verwen- 
dungsfahige Suspension von biologisch aktiven Zellen oder Zellbestandteilen pro Liter 0-100 mmol 
Glukose oder Fruktose, 20 - 200 mmol Natriumchlorid, 0 - 50 mmol Kaliumchlorid, 0 - 100 mmol 
Magnesiumchlorid, 2 - 100 mmol HEPES, 0 - 100 mmol Na-Phosphat, 0.1 - 50 mmol des Chelatbildners, 0 - 

so 20 000 Einheiten Heparin, 0 - 5 g Gelatine oder Polygelin, 0 -50 mmol ATP und 0 - 1 g Kathon oder 
Chloramphenicol enthalt und der pH zwischen 5 und 9, bevorzugterweise bei pH 6.5 bis 7.5 liegt. 

6. Verwendung eines Mittels gemSfi einem der Anspruche 1 bis als Bestandteil eines Diagnostikums zur 
Bestimmung der Aktivitat des Komplementsystems. 

7. Verwendung eines Mittels gemafi mindestens einem der AnsprUche 1 bis 5 als Bestandteil eines 
55 Diagnostikums zur Bestimmung der Aktivitat von Einzelfaktoren oder Inhibitoren des Komplementsystems. 

8. Verfahren zum Suspendieren, Konservieren und Lagern von biologisch aktiven Zellen oder Zellbestand- 
teilen, insbesondere Erythrozyten, dadurch gekennzeichnet, das ein Mittel gemafi einem der AnsprUche 1 
bis 3 verwendet wird. 
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